Анализ люминесценции в мутных биологических средах by I. Guseva A. et al.
Анализ люминесценции  
в мутных биологических средах
Гусева И.А.1, 2 • Рогаткин Д.А.1, 3 • Бувалая Е.С.1, 4
Актуальность. Количественный люминес-
центный анализ широко используется в  био-
логии, лабораторной диагностике и  клиниче-
ской медицине для исследования объектов 
на различных уровнях. Однако существующие 
упрощенные алгоритмы расчета концентра-
ции люминофоров в  разбавленных линейных 
растворах не могут быть применены к услови-
ям мутных сред с  сильным светорассеянием, 
к которым относятся большинство живых био-
логических тканей. Сегодня развитие люми-
несцентного анализа в медицине идет по пути 
создания неразрушающих и  неинвазивных 
методик контроля in vivo. В  этой связи вопрос 
о  постановке задачи исследования и  разра-
ботки алгоритмов вычислений концентрации 
люминофоров по регистрируемым спектрам 
люминесценции в условиях мутных сред пред-
ставляется актуальным. Цель  – формулировка 
и  обоснование задачи разработки алгоритмов 
вычислений концентрации люминофоров по 
регистрируемым спектрам люминесценции 
в  условиях оптически мутных сред. Материал 
и методы. Рассматривалось физико-математи-
ческое моделирование процесса формирова-
ния вынужденного излучения флюоресценции 
в светорассеивающей среде на основе модифи-
цированной двухпотоковой модели Кубелки  – 
Мунка. Проводилась серия лабораторных 
экспериментов с макрооднородными светорас-
сеивающими модельными средами на основе 
натуральных препаратов крови для выяснения 
характера реальной зависимости регистрируе-
мой с поверхности оптически мутной биологи-
ческой среды интенсивности флюоресценции 
от фактора светорассеяния и  концентрации 
флюорофора в  среде. Результаты. И  теоре-
тические, и  экспериментальные результаты 
демонстрируют сложную нелинейную за-
висимость регистрируемой интенсивности 
флюоресценции от оптических свойств среды 
и  концентрации флюорофора в  среде. Эта за-
висимость сильно отличается от известного 
линейного решения Паркера для прозрачных 
сред, что приводит к  невозможности его при-
менения в  условиях оптически мутных сред. 
Заключение. Необходимо дальнейшее разви-
тие исследований в  направлении поиска зам-
кнутого аналитического решения обратной 
задачи оптики светорассеивающих и флюорес-
цирующих сред для вычисления по регистри-
руемому потоку люминесценции концентрации 
люминофора в светорассеивающей среде. 
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Явление люминесценции основано на возбуждении атомов и/или молекул, возникающем в среде вследствие пере-хода электронов на новый энергетиче-
ский уровень после поглощения энергии пада-
ющих фотонов и  переизлучения квантов света 
с  большей длиной волны при переходе возбуж-
денных атомов и/или молекул назад в основное 
состояние [1]. В зависимости от энергетического 
уровня, с которого атом или молекула переходит 
в основное состояние, люминесценцию принято 
разделять на флюоресценцию и  фосфоресцен-
цию [2]. Регистрируя излучение люминесценции, 
можно получать информацию о  содержании 
и динамике накопления различных люминофо-
ров в клетках и тканях [3, 4]. Методы люминес-
центного анализа нашли широкое применение 
в  области исследования биологических сред на 
различных уровнях благодаря их высокой чув-
ствительности [1, 3]. Самые простые качествен-
ные методы анализа используются для визуаль-
ного определения факта наличия тех или иных 
веществ в  объекте [1, 5]. Но современные ком-
пьютеризированные лабораторные спектраль-
ные приборы позволяют осуществлять и  коли-
чественный анализ состава исследуемых сред, 
для чего используют различные калибровочные 
кривые и/или аналитические модели расчета 
концентраций люминофоров в растворах [3–6].
Сегодня развитие люминесцентного анализа 
в медицине идет уже по пути создания неразру-
шающих и неинвазивных методик мониторинга 
и контроля in vivo [4, 7]. В частности, такие мето-
дики лазерной флюоресцентной спектроскопии 
находят свое применение в диагностике при про-
цедурах фотодинамической терапии, во  флюо-
ресцентной навигации при хирургическом 
удалении опухолей головного мозга, в контроле 
потребления лекарственных препаратов, оценке 
содержания коллагена в тканях, порфирина при 
гипоксических состояниях и  т.д. [7–11]. Однако 
существующие упрощенные алгоритмы кали-
бровки и  расчета концентрации люминофоров 
в  разбавленных линейных растворах in vitro не 
могут быть применены к условиям мутных сред 
с  сильным светорассеянием. А  к  таким средам 
относятся большинство живых биологических 
тканей. В  этой связи важным представляется 
вопрос о постановке задачи исследования и раз-
работки алгоритмов вычислений концентрации 
люминофоров по регистрируемым спектрам лю-
минесценции в условиях мутных сред. Особенно 
актуален количественный анализ при определе-
нии содержания витаминов, гормонов, анти-
биотиков в  таких биологических объектах, как 
кровь, моча, мягкие ткани и др. [5, 6].
В данной статье формулируется и  обосно-
вывается проблема количественного определе-
ния концентрации люминесцирующих веществ 
в  мутных биологических тканях и  средах на 
примере лазерной флюоресцентной спектроско-
пии в режиме регистрации обратно рассеянного 
света.
Материал и методы
Проводилась серия лабораторных экспери мен тов 
с  модельными средами для выяснения характе-
ра существующей зависимости регистрируемой 
с поверхности оптически мутной биологической 
среды интенсивности флюоресценции от факто-
ра светорассеяния. В  качестве модельной среды 
использовались гомогенные растворы разных 
концентраций в  диапазоне 0–350  нг/мл фтало-
цианина алюминия в физиологическом растворе 
Рис. 1. Геометрия измерения флюоресценции с поверхности 
модельных растворов с помощью оптоволоконного зонда 
в режиме регистрации обратно рассеянного излучения
Рис. 2. Лазерный диагностический комплекс ЛАКК-М
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(стандартный флюоресцирующий препарат-фо-
тосенсибилизатор Фотосенс, разрешенный для 
клинического применения), в  которые добавля-
лись различные небольшие объемы крови груп-
пы 1 – 0,6, 1,15 и 2,3% от общего объема раство-
ра. Полученные модельные среды-суспензии 
помещались в  микропробирку объемом 1,5  мл. 
К ее поверхности подводился дистальный конец 
диагностического оптоволоконного зонда реги-
стрирующей лазерной спектроскопической си-
стемы ЛАКК-М. В отличие от использовавшихся 
в  нашей предыдущей теоретической работе [12] 
искусственных светорассеивающих модельных 
мер с  одной большой неоднородностью внутри, 
которые моделировали опухоль, в данном иссле-
довании изучалась макрооднородная светорассе-
ивающая модельная среда на основе натуральных 
препаратов крови.
Измерения спектров флюоресценции про-
водились с  помощью многофункциональ-
ного лазерного спектроскопического ком-
плекса ЛАКК-М [8], который имеет в  своем 
составе канал регистрации флюоресценции 
(рис. 1). Комплекс ЛАКК-М разрешен к примене-
нию в  медицине именно для целей неинвазив-
ной лазерной клинической диагностики in vivo. 
Режим работы комплекса в  данном исследова-
нии – «Флюоресценция» (рис. 2).
Для возбуждения флюоресценции в  иссле-
дуемых объектах комплекс оснащен тремя ма-
ломощными непрерывными лазерами с  разны-
ми длинами волн. В  нашем исследовании для 
возбуждения флюоресценции фталоцианина 
алюминия в  модельной среде использовал-
ся полупроводниковый лазер с  длиной волны 
λe = 635  нм, мощность которого была порядка 
5 мВт с выхода оптического волокна. Блок-схема 
измерений в  режиме регистрации обратно рас-
сеянного излучения приведена на рис. 3.
Излучение от лазера доставляется к  поверх-
ности исследуемого объекта по осветительному 
оптическому волокну – одной из жил многожиль-
ного оптоволоконного зонда. Другая жила – при-
емное оптическое волокно. Оно собирает от объ-
екта обратно рассеянное вторичное излучение 
и излучение флюоресценции и доставляет их со-
вместно через обрезающий оптический фильтр 
в спектрометр. Обрезающий оптический фильтр 
необходим для ослабления обратно рассеянного 
излучения лазера на длине волны генерации до 
уровней, соизмеримых с  уровнями излучения 
флюоресценции. В противном случае слабое из-
лучение флюоресценции не будет видно на фоне 
яркого излучения лазера (коэффициент осла-
бления фильтра примерно равен k = 1000). Далее 
в спектрометре происходит разложение прошед-
шего фильтр излучения в  оптический спектр, 
и  весь этот спектр одномоментно регистриру-
ется линейным фотоприемником, преобразуясь 
в электрический сигнал, который затем усилива-
ется и через стандартное устройство сопряжения 
подается для обработки в  управляющий персо-
нальный компьютер. Спектр вторичного излу-
чения, включая спектр флюоресценции, в  этой 
схеме можно сразу наблюдать на экране монито-
ра компьютера в реальном времени (рис. 4). При 
обработке результатов измерений диапазон длин 
волн флюоресценции выбирался равным обла-
сти максимума флюоресценции фталоцианина 
алюминия в районе длины волны λf = 680 нм.
Рис. 3. Упрощенная блок-схема измерений на основе лазерного 
спектроскопического комплекса ЛАКК-М
Рис. 4. Регистрируемый суммарный спектр вторичного излучения
И
нт
ен
си
вн
ос
ть
 р
ег
ис
тр
ир
уе
м
ог
о 
си
гн
ал
а,
 
ус
л.
 е
д.
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200
0
Длина волны, нм
Максимум в линии  
обратного рассеяния j(0)
Максимум в линии  
флюоресценции J(0)
600 650 700 750
Персональный 
компьютер
Лазер
Спектрометр
Оптический 
обрезающий 
фильтр
Объект
Приемное 
оптоволокно
Осветительное 
оптоволокно
Альманах клинической медицины. 2017 Март-апрель; 45 (2): 163–169
165Гусева И.А., Рогаткин Д.А., Бувалая Е.С. Анализ люминесценции в мутных биологических средах
В теоретическом плане рассматривалось 
физико-математическое моделирование про-
цесса распространения оптического излучения 
в  мутных флюоресцирующих биологических 
тканях и  средах. Использовалась одномерная 
модифицированная модель Кубелки  – Мунка 
[12]. Приведем постановку задачи. В  качестве 
модели биологической ткани была взята одно-
слойная полубесконечная среда с равномерным 
распределением внутри нее флюорофора, рассе-
ивателей и  поглотителей света. Возбуждающий 
поток лазерного излучения Φ0 с  длиной волны 
возбуждения флюоресценции λe падает на ле-
вую границу среды (х = 0) (рис. 5). Внутри сре-
ды этот поток распространяется слева направо 
вдоль оси  х (обозначен как i(x)), поглощается 
хромофорами ткани и  рассеивается на неодно-
родностях, формируя таким образом поток об-
ратно рассеянного излучения  j(x). Часть сум-
марно распространяющегося в среде излучения 
(i(x) + j(x)), поглощенная флюорофором, индуци-
рует вынужденную флюоресценцию флюорофо-
ра на длине волны флюоресценции λf. Излучение 
флюоресценции также распространяется в сре-
де в  обоих направлениях (потоки флюоресцен-
ции обозначены I(х) и J(х)), рассеивается и погло-
щается. Рассеивающие и поглощающие свойства 
среды на любой длине волны λ задаются коэффи-
циентами затухания и обратного рассеяния β1(λ) 
[мм-1] и β2(λ) [мм-1] соответственно. Флюорофор, 
распределенный внутри биологической среды, 
характеризуется своей относительной объем-
ной концентрацией Cf, выраженной в  относи-
тельных единицах (0 < Cf < 1), а  также коэффи-
циентом поглощения излучения µaf, который 
зависит от длины волны излучения λ. Требуется 
найти явный вид зависимости регистрируемых 
с  внешней поверхности среды потоков j(x = 0) 
и  J(х = 0) как функций оптических свойств сре-
ды распространения излучения и концентрации 
флюорофора в ней.
Результаты и обсуждение
Полученные теоретические результаты наибо-
лее наглядно могут быть продемонстрированы 
в сравнении с классическим решением для про-
зрачной среды без рассеяния. В среде без рассе-
яния излучение распространяется прямолиней-
но, обратно рассеянного потока не образуется, 
поэтому измерение обычно проводится на про-
свет. Для этой ситуации еще в  1968  г. C.  Parker 
в  своей классической книге [13] подробно опи-
сал и  проанализировал решение задачи для 
регистрируемого излучения флюоресценции. 
С  использованием введенных нами в  предыду-
щем разделе обозначений это решение в  режи-
ме измерения «на просвет» может быть записано 
в виде:
 , (1)
где I(x)  – регистрируемое излучение флюо-
ресценции, φ(λe,λf) – квантовый выход флюорес-
ценции, H  – толщина просвечиваемого раство-
ра, обычно равная 1 см. 
Рис. 6.  Расчетное семейство нелинейных соотношений согласно уравнению (2). Исходные 
данные для расчета при Cf = 0: 
1) µaf = 200 мм-1; β1(λe) = 4,1 мм-1; β2(λe) = 3,1 мм-1; β1(λf) = 4,1 мм-1; β2(λf) = 3,1 мм-1,
2) µaf = 200 мм-1; β1(λe) = 13,3 мм-1; β2(λe) = 13,0 мм-1; β1(λf) = 2,5 мм-1; β2(λf) = 1,5 мм-1,
3) µaf = 150 мм-1; β1(λe) = 6,1 мм-1; β2(λe) = 3,1 мм-1; β1(λf) = 4,1 мм-1; β2(λf) = 3,1 мм-1,
4) µaf = 200 мм-1; β1(λe) = 43,8 мм-1; β2(λe) = 43,5 мм-1; β1(λf) = 12,2 мм-1; β2(λf) = 10,2 мм-1,
5) µaf = 150 мм-1; β1(λe) = 18,0 мм-1; β2(λe) = 13,0 мм-1; β1(λf) = 2,5 мм-1; β2(λf) = 1,5 мм-1,
6) µaf = 100 мм-1; β1(λe) = 48,5 мм-1; β2(λe) = 43,5 мм-1; β1(λf) = 22,8 мм-1; β2(λf) = 20,8 мм-1.
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биологической среде (объяснения в тексте)
Φ0
x = 0
x
I(x)
i(x)
j(x)
J(x)
Альманах клинической медицины. 2017 Март-апрель; 45 (2): 163–169
166 Оригинальные статьи
Подход Паркера фактически сегодня признан 
«золотым стандартом» в  лабораторной клини-
ческой диагностике. Он до сих пор излагается 
как базовый в  различных учебных материалах 
(см., например, [5]), а  уравнение (1) неизменно 
используется во многих биологических и  ме-
дицинских исследованиях. Несмотря на то что 
применимость формулы  (1) ограничена услови-
ем малой оптической плотности раствора и ре-
шение  (1) не учитывает нелинейные эффекты 
(нелинейные члены разложения экспоненты 
уравнения Бугера  – Ламберта  – Бира, лежаще-
го в  основе решения Паркера, в  ряд по малому 
параметру показателя степени), ее широкое при-
менение на практике вполне оправдано. Оно 
обусловлено тем, что на основании формулы (1) 
легко решить обратную задачу, а именно: выра-
зить из нее и  вычислить концентрацию флюо-
рофора в среде Cf, зная (регистрируя) мощность 
излучения флюоресценции I(x).
К сожалению, для оптически мутных сред 
и для излучения флюоресценции J(0), регистри-
руемого в  режиме обратного рассеяния с  пе-
редней (освещаемой) поверхности ткани, это 
решение неприменимо. На основе модифици-
рованной модели Кубелки  – Мунка для случая 
мутных сред в рамках данной работы нами было 
получено и проанализировано следующее более 
общее решение [12]:
 , (2)
где ; ; 
; 
    . (3)
Как видно, структура этого решения (уравне-
ние (2)) аналогична уравнению Паркера, но име-
ются и существенные отличия. Первое значимое 
отличие заключается в  том, что коэффициент 
γ с  размерностью [мм], представляющий собой 
вместо Н некую эффективную толщину среды, 
с  которой снимается полезный сигнал флюо-
ресценции в  случае мутной среды, в  отличие от 
фиксированного и известного значения H, здесь 
является сложной функцией оптических свойств 
среды и заранее не известен. Второе отличие об-
наруживается в описании количества поглощен-
ного флюорофором возбуждающего излучения. 
Если в (1) это количество определяется известной 
константой флюорофора µaf, то в  (2), как было 
показано в  [12], доля поглощенного возбуждаю-
щего излучения определяется выражением (3) по 
разности оптических свойств среды распростра-
нения излучения с  учетом и  без учета наличия 
флюорофора в среде (для концентраций, соответ-
ственно, Cf = 0 и Cf ≠ 0). Это различие небольшое, 
порядка 5–10%, но оно есть и усложняет задачу.
В целом оба эти отличия приводят к  тому, 
что вместо одной простой линейной зависимо-
сти регистрируемого сигнала флюоресценции от 
концентрации флюорофора Cf в виде (1) для мут-
ной биологической среды мы получаем семей-
ство сложных нелинейных соотношений, опре-
деляемых оптическими свойствами β1(λ) и  β2(λ) 
среды распространения излучения (рис. 6).
Полученные экспериментальные данные 
подтверждают сделанные теоретические вы-
кладки и  расчеты. Семейство полученных экс-
периментальных зависимостей регистрируемой 
интенсивности флюоресценции от концентра-
ции флюорофора в  модельной светорассеива-
ющей среде при разных объемах добавленной 
крови представлено на рис. 7.
Качественное сходство двух графиков оче-
видно. Следовательно, для мутных биологиче-
ских тканей и сред, в которых большое влияние 
на процессы распространения света оказывает 
многократное внутреннее рассеяние, вопрос 
количественного определения концентрации 
флюорофора в  среде по регистрируемому сиг-
налу флюоресценции существенно усложняется. 
Если неизвестны оптические параметры среды, 
Рис. 7. Экспериментальные зависимости регистрируемой интенсивности 
флюоресценции J(0) от концентрации фотосенсибилизатора Фотосенс при различных 
объемах добавленной крови
J(
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а они априори точно неизвестны, то, регистрируя 
сигнал флюоресценции с поверхности исследуе-
мых образцов, как показано на рис. 7, например, 
в 700 усл. ед., концентрация фотосенсибилизато-
ра будет определена в диапазоне от 160 (пример-
но) до 260 нг/мл. Разброс (погрешность) оценки 
составит порядка 50%, что нельзя считать при-
емлемым. Именно поэтому необходимо более 
точное решение обратной задачи на основе урав-
нения  (2) с  учетом дополнительных измерений 
оптических свойств конкретного исследуемого 
образца. Собственно, такая постановка задачи 
в оптической неинвазивной диагностике извест-
на: устройства для такой диагностики строятся 
с  учетом реализации принципа решения обрат-
ных задач оптики светорассеивающих сред [14, 
15]. Однако применительно к  уравнению (2) ав-
торам сегодня такое конкретное аналитическое 
решение задачи относительно концентрации 
флюорофора не известно. Оно должно быть до-
полнительно получено, обосновано, исследовано 
на точность, линейность, на соответствие ре-
зультатам эксперимента и т.д. прежде, чем задача 
может считаться решенной. Безусловно, сегодня 
можно сделать определенные выкладки на ос-
нове уравнений (2) и (3). Тем не менее представ-
ляется, что это тема отдельного исследования 
в  продолжение приведенных выше эксперимен-
тальных результатов и  сформулированных тео-
ретических положений.
Заключение
В проведенном исследовании на примере лазер-
ной флюоресцентной спектроскопии в  режиме 
регистрации обратно рассеянного света рассма-
тривалась проблема определения концентрации 
флюоресцирующих компонентов в  биологиче-
ских тканях и средах по результатам измерения 
излучения флюоресценции. Экспериментально 
на модельных средах на основе натуральных 
препаратов крови и  фотосенсибилизатора 
Фотосенс изучался реальный характер зависи-
мости регистрируемой с  поверхности оптиче-
ски мутной биологической среды интенсивно-
сти флюоресценции от фактора светорассеяния 
и  концентрации флюорофора в  среде. В  теоре-
тическом плане были получены аналитические 
уравнения, описывающие формирование потока 
излучения флюоресценции на поверхности сре-
ды в  условиях сильного светорассеяния. И  экс-
периментальные, и  теоретические результаты 
показали некорректность использования клас-
сических вычислительных алгоритмов, пред-
назначенных для прозрачных сред, в  ситуации 
биологических тканей, в которых нельзя пренеб-
речь процессами многократного рассеяния све-
та. Таким образом, необходимо дополнительное 
решение задачи поиска аналитического алгорит-
ма определения концентрации люминофора по 
регистрируемым спектрам люминесценции в ус-
ловиях оптически мутных сред. 
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Analysis of luminescence in turbid biological media
Background: Quantitative luminescent analysis 
is widely used in biology, laboratory diagnostics 
and clinical medicine to study objects at various 
levels. However, the existing simplified algorithms 
for calculation of the luminophore concentration 
in diluted linear solutions cannot be applied to the 
turbid media with strong light scattering, which 
include the majority of living biological tissues. 
Today, the development of luminescence analysis 
in medicine goes towards the creation of non-de-
structive and non-invasive methods of in vivo mon-
itoring. Therefore, the urgent question is about 
a formulation of the research purpose and the de-
velopment of algorithms to compute the lumino-
phore concentration based on the luminescence 
spectra recorded in the turbid media. Objective: 
To formulate and justify the tasks of elaboration 
of the algorithms to compute the luminophore 
concentration based on the luminescence spectra 
recorded under conditions of the optically tur-
bid media. Materials and methods: We looked 
upon the physico-mathematical simulation of the 
process of formation of the induced fluorescence 
emission in the light-scattering medium based on 
the modified 2-flux Kubelka-Munch model. We 
conducted a series of laboratory experiments with 
macro-homogenous light-scattering model media 
to determine characteristics of the dependence 
of the fluorescence intensity detected from the 
surface of an optically turbid biological medium 
upon the factor of light scattering and the concen-
tration of the fluorophore in the medium. Results: 
Both theoretical and experimental results demon-
strate complex nonlinear dependence of the flu-
orescence intensity detected upon the optical 
properties and a  concentration of a  fluorophore 
in the turbid media. This dependence is very dif-
ferent from the known linear  C.  Parker's solution 
for transparent media, which makes it impossible 
to use it in the optically turbid media. Conclusion: 
Further studies searching a  closed-form analyt-
ical solution of the inverse optical problem for 
light-scattering and fluorescent media are neces-
sary to calculate the luminophore concentration 
in a light-scattering media based on the recorded 
luminescence spectra. 
Key words: spectroscopy, luminescence, concen-
tration, optically turbid media
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